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(57) Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Mittels zur gezielten Hemmung des Wachttums . 5' 
ostrogenrezeptof -positiver Tunnorzellen, insbesondere des Mammakarzinoms. Sie ist dadurch gekennzeichnet« da& V 
ein Antidstrogen wie Tamoxifon und Nafoxidm mit a- Oder 0-Tuniwnekrosefaktor kombintert wird. Das Verhfiltnis der 
beiden Wirkstoffe kann in weiten Bereichen variieren, die Gesamtmenge im Mittel betragt maximal 2%. Das neue -^^It^jp 
Mittel wird erf indungsgerr 5(1 auch zur Testung der pharmakologischen Wirkquatitdt der enthaltenen Stoffe ' 
eingesetzt, wobei die Tumorzellen zuvor, gleichzeitig oder nachfolgend einer StreBbehandlung durch Hitzeschock 
Oder durch chemische Substanzen unterzogen werden. Anwendungsgebiete sind die medzinische Forschung und ■':>cJ 
Therapie sowie die pharmazeutische Industrie. 
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' 1. Verfahren zur Herstellung eines Mittels zur gezielten Hemmung des Wachstums von Tumorzelleni-^^ 
^ - K^*2" dadurch. daft ein Antidstrogen mit einem Tumornekrosefaktor in pharmazeutischfl 

ubIichenTrigorstoffenkombiniertwird. ^^"#4 
2. Verfahren nach Anspruch 1 zur Hemmung des Wachstums humaner Mammakarzinomzellen -Itt 
gekennzelchnet dadurch. daS ein Antiostrogen mit einem Tumornekrosefaktor in pharmezeutisch^^ 



iiblichen Tragerstoffen kombiniert wird. 
3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2. gekennzeichnet durch einen Gesamtanteil an 
'r!Sf^-Anti6strogenenundTumcmekrosefaktor<2%. , ^ — ,,, ..i^^.^-gite- 

'■^<E^'- "«ch den Anspruchen 1-3. gekennzeichnet durch ein Verhfiltnis ''■ '■'^^ 

' - - ,Ant.ostrogen:Tumornekrosefaktorvon 1:1 000000 bis 1 000000:1. vorzugsweise 1:100 bis 100-V^ 
5. Verfahren nach Anspruch 1. gekennzeichnet durch Einsatz von Tamoxifen oder Nafoxidin ais " * ' 
Antiostrogen und durch Einsatz von a- oder P-Tumomekrosefaktor. 



m 



6. 



7. 



Testverfahren zur Prufung der pharmakologischen WirkqualitSt von Antidstrogenen und/oder 
Tumornekroaofaktof on, dadurch gekennztlchntt. daS dor zu prOfondo Stoff oinom Organltmua 

applizlert. am Organismus vorher. gleichzeitig oder nachfolgend eine stre&ausl6'sende 
Manipulation vorgenomnen und die Wirkung derzu prufenden Stoffe gemessen wird. f m^ 

Testverfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet daS als streSausloseDde Manipulation^ 
eineHitzeschockbehandlung durchgefuhrtwird. yJ^i" 
Testverfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet da6 als streBausldsende Manipulation ' 
Substanzen appliziert werden. die die Streftreaktion im Organismus ausldsen. 
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Anwendunosgebiat der Erfindung 



'mm 



Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Minels ror gezielten Hemmung des Wachstums dstrogenreieptor-positiver ' > ' 
lndu«rie Erfindung sind die meditinischa Forsehung und Ther apie sowia die phamiaieutische i 



i : Charaktaristik das bakanntan Stondas dar Tachnik 



Stllrhir «^ . J *' S»"»Be.nw,rkung (Hitzeeinwirkung) die Synthese einer Gruppevon Proteinen (Strcaprotaine.^l 
' Hitzeschockproteina) induiiert w.rd. d.e normaleiweisa nicM oder in gecingef Mange in den Zeilen auftnnen. In alien 
Saugerzellen kommt im Molekulargewichtsbereich «w. 20000 und 30000 nur ein derartiges Protein vof. im folgenden .Ueinesl^ 

[J^ u I y " Thar motolaroni dor Zailon mItyerantwortKch (Landry. J.. P.Chratlan. H. Umbart E. Hlkay. and L A. Wabar;* 1 
1989. Heat shock resistaco conferred by expression of the human hsp27gene In rodent cells. J. C«II,BloW(»}7-1 5) • 

IriAl^ 'e'evanten Hitzeschockbedingungen eine im Vergleieh zu Kontrollzellen biszu 

lOOOOOfacheUberlebensrate. 

Oas konstitutive Vorkommen des kSP in Geweben von Menschen und MSusen ist weitgehend auf Karztnome der Mamma und' 

s Endometriums sowie auf normales Endometrium und die Cervix beschrinkt und korreliart dann gut mit dam Auftreten desfis 
ustrogenrezeptors (Ciocca. D. R.. R. H. Asch. O.J. Adams, and W. L McGuire. 1983. Evidence for modulation of a 24K protein in 
human endometrium during the menstrual cycle. J.Clin. Endocrinol. Metab.57: 496-499). Ist d«r Ostrogenreieptor vorhandenl®: 
kann das kSP mit Ostrogenen induziert und mit Antidstrogenen reprimiert warden (Moretti-Boias. I., S. A.W.Fuaua. 



R. A. Montgomery, and W.L McGuire. 1988. AcDNA for the estradioUegulated 24K protein: Control of mRNA levels in MCF- 
7 cells. Breast Cancer Res.Treat.11 : 155-163) 



Im Ehflich As2«tea Tumor (EAT) »toht dat kSP (p 25) in eager Bexiehung turn WachatumtverhaHen dietes Tumort (Benndorf R 
P. Nurnberg, and H. Blelka, 1988. Growth phase-dependent proteins of the Ehrlich ascites tumor analyzed by one- and two- ' - 1 
dimensional electrophoresis. Exp.Cell Res. 174: 1 30-1 38). Es wird wachstumsabhfingig akkumuliert und existieil in 3 Isoformen^f ^ 
von denen 2 phosphoryliert sind. Nach einem Hitzeschock wird das kSP verstirkt synthetisiert. Oabei entscheidet die Art des W " 
Schocks (T empcratur, Dauer), welche der Isoformen bevorzugt synthetisiert wird (Osterreich* R. Benndorf, and H. Bielka 1990 
The expression of the growth- related 25kOa protein of Ehrlich ascites tumor cells is Increased by hyperthermic treatment (heat' 
shock). Biomed.fiiochim.Acta49: 219-226). .r-i^ 
In weiteren Arbeitenwird auf einen ZusammenhangrwischendemZustand des kSP(ausgebildetelsoform) undderWirksamkeit^'^ 
des Tumomekrosef aktors (TNF) hingewiesen (Robaye. B.. A, Hepburn, R, Lecocq, W. Fiers, J.-M. Boeynaems, and J. E. Oumont - 
1989. Tumor necrosis faktor-a induces the phosphorylation of 28kOa stress proteins In endothelial cells: Possible role in 
protection against cytotoxicity? BBRC 163: 301-308). TNF Ist fur bestimmte Tumorzellen in vitro sytotoxisch und kann, wie im 
Falle des EAT, etr>e TunrK>rr>ekrose verursachen. . = ^!*>r>5 

Bisher wurden noch kelne Mdgtichkelten entwickett, das Wachstum Ostrogenreieptor-posltlver Tumorxellen auf der Basis diesor 
Befunde gexielt zu hemmen. - ^'^ 
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ZicI ist es, eine verbesserte setektive Schfidigung von Ostrogenrezeptor-positiven Tumorzellen 2u «rre1chen. 



Darstellung dat Wetent f'ar Erflndung 



Atifgabo d'^r Erfindung ist die Herstellung eines Mittols lur gezielten Hemmung dot Wachrtumt Ostrogenrozeptor-positiver 
TumorzoUan, insbesondcr© dos Mammakarzinoms. 

HrfindungsgemiiO wird das MIttel hergettellt Indem eln Amldatrogon und ein Tumomokrotefaktor komblnlert werdon. 
^wockmttfllgafwelto wIrd diaaat Mlltal in Form elnor lOOOOfach konienirlerten alkohotlachan Stammldiung dot Antl5ttrogona 

Uffd oiner lOOfach koruentrierten Slammldsung des Tumornekrosefaktors in physiologlicher KochMUI6tung dan '^'-^ 
;OsUogenrezeptor-postitiven Tumorzellen zugesetzt. Das VerhSltnis AntidstrogeniTunnornekrosefaktor kann in weiteren 

Bereichen.zwischen 1:1 000000 bis 1 000000:1, vofzugsweisezwi^ -fl 

Oar Gesamtantait der baidan Wirkstoffa im Mittel betrfigt maximal 2%/wobai die wirksama Konzantration das Antldstrogens V;^^^ 

bevorzugl bai lO'^M liagt, die das Tumomckrosafaktors bevorzugt bei 2000U/ml. 

Bevorzugt varwandata Antidstrogana sind Tamoxifen und Nafoxtdin, dia varwandatan Tumomakrosafaktoran sind dia a- odar ' '-"^"^^ 

P-Form, 

Oas neua Mittal kann arnndungsgamaG rur Tastung der phamiakologischan WirkqualitAt dar anthaltanan Antidstrogana und/ 
Oder Tumornakfosaf a ktoran aingasatzt warden. Dazu sind varschladanazaitllchan Abfolgan das EInsatzas das Mittals mdglic^ 

— Antidstrogan und Tumomakrosefaktor warden gleichzeitig verabreicht 

- Antidstrogan wird Stunden bis Tagavor dar Gabo des Tumornekrosefaktors verabreicht 

• beide Komponenten des Mittels werden gleichzeitig oder nacheinander verabreicht jedoch werden die Tumorzellen zuvor, 

gleichzeitig. oder nachfolgend ciner Hit^eschockbehandlung ausgesetzt 
Als streGauslfisende Manipulation kann auch eine Applikation streBausIOsender Substanzen dicnen U. B.: NaAsOj). Die 
Z( panne zwischen dem Einsatz des Mittels und der Hitzc be hand lung bzw. dem Zusatz streQausldsender Substanzen kann 
"Stunden bis Tage betragen. Die Wirkung der eingesotzten zu prufenden Stoffe wird sum Beispiel anhand der Oberlebensrate der 
Zatten gemessen. 

Mit dem erfindungsgemfiSen Verfahren wird ein neues Mittel zur Verfugung gestellt, welches potentiell in der medizinischen 
For schung und Therapie eingesctrt werden kann. Ferner eriaubt die Erfindung, die pharmazeutischa Wirkqualitlt von 
Aniiostrogenen und Tumornekrosefaktoren in cinfacher Weise zu bestimmen. Die Erfindung soil nachfolgend in 
Ausfuhrungsbeispielen nSher erlautert werden. 



OolspUII ^ y 

Einer Kultur (5 ml Medium) der Turmorzellinie MCF 7 wird lunfichst Tamoxifen (0,5 pi ainer 10''M atkoholischen StammlOsung) 
und nach 24h a-TNF (10000U gel6st in 40 pi physiologischer Kochsalzl6sung) gegeben. Nach weiteren 24h wird das Wachstum 
der Tumorzellen durch einen Vitalitdtstost ermittelL Als Kontrolle dienen gleich behandahe rKMmata Mammaepithelzellen. ..^^v:^;^L 

B e i s pi o 1 2 j^J^'i^'^ 
Einer Kultur (5 ml Medium) der Turmorzellinie MCF 7 wird zunflchtt Tamoxifen (0,5 pi einer 10"' M atkoholischen Stammldsung) -^0^^ 
und a-TNF (100U, gel6st in 40 pi physiologischer Kochsalzlftsung) gegeben. Nach 24h wird die Kuttur dem folgendem ' 
HiiiGschockregime ausgesetTt: 1 h 41 .5*C, 3 h 37*C. 1 h 43.5'C, Anschlieftend wird das Wachstum der Tumorzellen durch einen 
Vttalitatstest ermittelt. Als Kontrolle dienen gleich behandelte normale Mammaeprthetzellen. 



Beispiel 3 

Einer Kultur (5 ml Medium) der Turmorzellinie MCF 7 wird zunfichst Tamoxifen (0,5 pi einer 10'*M atkoholischen Stammldsung) 
ur -TNF (100U geldst in 40pl physiologischer Kochsalzldsung) gegeben. Nach 24h wird der Kultur NaAsOj (SOOpM 
EnaKonzentration) zugesetzt, AnschlicGend wird das Wachstum der Tumorzellen durch einen Vitalit&tstest ermittelt Als 
Kontrolle dienen gleich behandelte normale Mammaepithelzellen. 

Beispiel 4 

Bei Applikation in vivo (Tier. Mcnsch) hat das Mittel folgende Zusammensetzung (Menge bezogen auf ein 70kg schweres Tier 
bzw. auf einen 70 kg schweren Menschen); 




Antidstrogan (Tamoxifen) 
Ethanol 

Polyethylonglykol 
Physiologtsche Kochsalzl6sung, 
cnthaltendS x lO^U (ca. 300 PQ a-TNF) und 
0,2% Methylhydroxybenzoat 



30 mg 
40 Ml 
10 



1ml 
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